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論 文 内 容 の 要 旨 
 大腸菌は通常、哺乳類の腸管内に常在している細菌であり、自然環境中では現存量が少ない。しかし、近年、有機
栽培農場や水耕栽培システムなどの植物生育環境において、大腸菌による汚染が報告されており、さらに、衛生微生
物学的管理が不十分な環境で栽培された果物や野菜を喫食したことによる大腸菌食中毒事例が発生している。植物生
育環境の衛生微生物学的安全性を向上させるためには、本環境中の大腸菌に関する情報、すなわちその数・生理状態・
動態の解明が重要である。 
 細菌の生死を把握するために、細菌の増殖を検出する培養法が一般的に用いられている。しかし通常の培養法では、
結果を得るのに数日～数週間の期間を必要とするため、迅速性を改善する必要がある。そこで、細菌の増殖を早い段
階で検出するマイクロコロニー法について考えた。マイクロコロニーは、細胞分裂した細菌の群落であり、個々の細
菌の細胞（1～5μm）に比べて大きいため、蛍光顕微鏡下で容易に検出できる。マイクロコロニー法に加えて、特定
の細菌を検出する蛍光 in situ ハイブリダイゼーション（fluorescence in situ hybridization；FISH）法を併用するこ
とにより、増殖活性をもつ特定細菌を検出できると考えられる（マイクロコロニーFISH［MC-FISH］法）。 
 本研究ではまず、植物生育環境中の細菌のマイクロコロニー形成条件を検討し、次に MC-FISH 法のプロトコール
を最適化して、植物生育に関与する環境中に生存する大腸菌の動態を追跡した。植物生育に関与する環境として、有
機栽培や家庭菜園などに使用される堆肥、および栽培環境の制御が容易な水耕栽培システムを対象とした。 
 まず、夾雑物が比較的多く含まれる堆肥を対象として、細菌のマイクロコロニー形成条件を最適化した。マイクロ
コロニー法では、堆肥中の増殖活性をもつ細菌を 16～18 時間で検出できたが、通常の培養法では７～14 日を要した。
さらに、マイクロコロニー法の定量精度は、通常の培養法と同等以上であった。決定した最適条件下で形成された堆
肥中の細菌のマイクロコロニーの大きさは10～200μmであり、夾雑物などの非生物性粒子との識別が容易であった。
これらのことから、マイクロコロニー法を用いることにより、堆肥中における増殖活性をもつ細菌の迅速かつ正確な
現存量測定を可能にした。 
 堆肥中の増殖活性をもつ大腸菌の特異的検出にあたり、MC-FISH 法のプロトコールを最適化した。植物生育環境
中には様々な生理状態の細菌細胞が存在していると考えられるため、純培養した対数増殖期および定常期の大腸菌を
堆肥中に添加し、最適化した MC-FISH 法を用いて増殖活性をもつ大腸菌の検出を行った。その結果、大腸菌の 16S 
rRNA に特異的な ES445 プローブを用いることにより、堆肥中の増殖活性をもつ大腸菌の高精度な定量を可能にし
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た。さらに、MC-FISH 法では６～７時間（マイクロコロニー形成：４～５時間、FISH：２時間）で増殖活性をもつ
大腸菌を検出できたのに対して、通常の選択培養法では１～３日間を要した。このことから、増殖活性をもつ大腸菌
の検出に当たって、MC-FISH 法は、通常の選択培養法に比べて迅速な手法であることがわかった。 
 次に、水耕栽培モデルを対象とし、堆肥と同様に、まず水耕栽培養液中の細菌のマイクロコロニー形成条件を最適
化した。本実験期間（14 日間）において、マイクロコロニーの形成に要する時間は４～８時間であった。これに比べ
て、通常の培養法では一般細菌のコロニー数を計測するのに１～３日を要し、マイクロコロニー法が通常の培養に比
べて迅速であることがわかった。一方、増殖活性をもつ大腸菌について、MC-FISH 法の検出精度は、通常の選択培
養法に比べて同等以上であったことから、水耕栽培溶液中の増殖活性をもつ大腸菌の検出においても MC-FISH 法は
迅速かつ高精度な手法であることがわかった。 
 最適化した MC-FISH 法を用いて、堆肥および水耕栽培モデル中に添加した大腸菌の動態を追跡した。大腸菌の初
期添加量は 108 cells/mL or g（dw）とした。添加０日目では、堆肥および水耕栽培モデルにおいて、MC-FISH 法の
検出精度は選択培養法と同等であった。しかし 14 日目では、堆肥において、MC-FISH 法の検出精度は選択培養法に
比べて２倍高く、水耕栽培モデルにおいては 40 倍高かった。このことから、水耕栽培モデルに添加した大腸菌の多
くは、増殖活性が低下し、マイクロコロニーは形成するが、コロニーを形成しないことがわかった。一方、MC-FISH
法で検出された大腸菌のマイクロコロニー数について、添加 14 日目では、堆肥において大腸菌数が初期添加量の約
1/10 に減少したが、水耕栽培モデルにおいては約 1/1000 にまで減少し、植物生育環境の違いによって増殖活性をも
つ大腸菌の生残性が異なることがわかった。 
 本研究では、マイクロコロニー法を最適化し、植物生育環境中の増殖活性をもつ大腸菌の検出に応用した。さらに、
特定細菌の遺伝子を検出する FISH 法と併用する MC-FISH 法を最適化したことにより、植物生育環境中の増殖活性
をもつ大腸菌を特異的かつ迅速、高精度に検出できることがわかった。本法は、水耕栽培モデルおよび夾雑物が比較
的多い堆肥に応用できたことから、今後、様々な環境試料に幅広く応用できると考えられる。また大腸菌以外の汚染
指標細菌や病原細菌を検出するプローブを利用することにより、これらの細菌の増殖活性を迅速かつ高精度に評価す
ることが可能となり、植物生育環境における衛生微生物学的安全性の向上に寄与できると考えられる。 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 有機栽培農場や水耕栽培システムなどの植物生育環境における、危害微生物モニタリングの必要性が深く認識され
つつある。植物生育環境の微生物学的安全性を向上させるためには、その現存量、生理状態、動態の解明が重要とな
る。 
 本研究は、迅速かつ高精度に植物生育環境中の細菌を検出・定量するための手法として、マイクロコロニーFISH
（MC-FISH）法を検討したものである。本方法は、コロニー形成の初期段階であるマイクロコロニーに対して、細
菌の rRNA 配列を標的とする蛍光 in situ ハイブリダイゼーション（FISH）を行うものであり、属種レベルで特異的
な検出が可能となる。なお植物生育環境として、堆肥および水耕栽培システムを用いた。 
 まず、植物生育環境中の細菌のマイクロコロニー形成条件を検討した。決定した条件下で形成された細菌のマイク
ロコロニーの大きさは 10～200μm であり、夾雑物などの非生物性粒子との識別が容易であった。このことより、マ
イクロコロニー法により、４～８時間で、環境中の生菌を高精度に検出することができた。次に MC-FISH 法を最適
化し、堆肥および水耕栽培システム中における増殖活性をもつ大腸菌の動態を追跡した。その結果、水耕栽培に比べ
て堆肥では、増殖活性をもつ大腸菌の生残性が高いことを明らかにした。さらに、水耕栽培システムにおいて、
MC-FISH 法では通常の培養法に比べて、検出された大腸菌数が 100 倍となった。このことより、培養法では植物生
育環境中の大腸菌数を過小評価していることを示した。 
 今後、大腸菌以外の汚染指標細菌や病原細菌を検出するプローブを利用することにより、MC-FISH 法を用いて、
植物生育環境中のこれらの細菌の増殖活性を迅速かつ高精度に評価することが可能になるものと考えられる。 
 以上の知見は、植物生育環境の微生物学的安全性の向上に寄与するものであり、博士（薬学）の学位に値するもの
と判断する。 
